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@ Precede de production et d 'extraction de superoxyde-dismutases therm ostables a partir d'une 
culture de micro-organ ismes photosynth6tiques. 
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(57) Le precede de production et d'extraction de 
superoxyde-dismutases thermostables, consiste 

a) a cultiver dans la gamme de temperatures 
allant de 40°C a 80°C, dans un photoreac- 
teur cios en materiau transparent a ia 
lumtere et thermiquement resistant dans ladite 
gamme, des micro-organ ismes thermophiles 
photosynthetiques aerobies, producteurs 
d'oxygene et a croissance exponentielle dans 
ladite gamme, ces micro-organismes etant sus- 
pendus dans un milieu de culture et choisis 
parmi les micro-algues et les cyanobacteries et 

b) a extraire du milieu de culture les superoxy- 
de-dismutases thermostables fratchement pro- 
duces, par broyage cell ula ire (4), ultrafiltration 
(10) et precipitation (12) selective. 
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La presente invention a pour objet un precede de production et d 'extraction de superoxyde-dismutases 
stables thermiquement a partird'une culture de micro-organismes photosynthetiques en suspension dans un 
milieu liquide. Le procede permet une production intensive et contrdlee de superoxyde-dismutases (SOD) ther- 
mostables, a I'echeile industrielle. En particulier t ces SOD sont thermostables jusqu'a 80°C. 
5 Les SOD sont des catalyseurs de la dismutation des ions superoxydes. Aussi, elles sont utiiisees dans 

les phenomenes aigus de liberation de radicaux superoxydes ou dans les phenomenes de vieillissement. 

Ainsi, les SOD de I'invention sont destinies aux domaines pharmaceutique comme anti-inflammatoires 
(rhumatismes, arthrite), cosmetologique comme anti-vieillissements et pour la protection de la peau et des 
cheveux notamment contre les ultraviolets, agro-alimentaire comme protecteurs des huiles et corps gras, 
10 comme agents de regulation de ia coloration, agricoie comme engrais, ainsi que dans le domaine biomedical. 
Les SOD sont constitutes de deux sous-unites peptidtques liees entre elles. Elles sont classees en trois 
categories selon la nature du metal entrant dans leur constitution : les SOD a Cu/Zn d'origne humaine ou ant- 
male, les SOD a Fe f requentes chez les bacteries aerobies et les SOD a Mn, 

Les SOD de I'invention font partie de la troisieme categorie. Les autres a Fe ou a Cu/Zn s'y trouvent ac- 
ts cessoirement 

La plupart des SOD actuellement produites et utiiisees sont detruites lorsqu'elles sont soumises a un trai- 
tement thermique superieur a 40°C comme par exemple la pasteurisation ou la sterilisation necessitant des 
temperatures de 70°C environ. Ainsi, ia SOD d'origine animale est detruite a partir de 37°C. Or, ii est souhai- 
table d'utiliser en cosmetologie mais aussi dans les domaines pharmaceutique et biomedical des prod u its ste- 
20 rilises. 

En outre, une tenue a 50°C des SOD ou des ext raits riches en SOD permettrait d'accelerer I'etude du 
vieillissement des prod u its cosmetologiques, dans des conditions economiques. 

Aussi, des recherches recentes sont effectuees dans differents laboratoires pour produire des SOD ther- 
mostables. 

25 Ainsi, le document (1) de A. Hosono et al. ("Superoxide-dismutase activity in the crude cell extract from 

Streptococcus salivarius sou s-espece thermophilus 3535" Anim Set. Technol. Jpn., 62, 1991, p. 39-44) compa- 
re la production de SOD par sept souches de bacteries lactiques anaerobies et etudie la stability de ces actt- 
vites enzymatiques en fonction du pH et de la temperature. La meilleure stabilite thermique est obtenue pour 
la SOD produite par Streptococcus salivarius, sous-espece thermophilus qui reste stable lorsqu'elle est sou- 

30 mise a un traitement thermique de 60°C pendant 30 minutes mais commence a se degrader pour un traitement 
thermique de 70°C. 

Le document (2) de R. A. Hallewel et al. (Thermostabilization of recombinant human and bovin Cu/Zn 
superoxide-dismutases by replacement of free cysteines", Biochem. and Biophys. Research Communications, 
vol. 181 , n°1 , 1981 , p. 474-480) decrit ('augmentation de la thermostabiiite de SOD humaine ou bovine obtenue 

35 par mutation sur des levures contenant le gene codant pour la SOD, lorsqu'on enleve un residu de cysteine 
libre entrant dans la composition en acides amines de la proteine enzymatique d'origine. 

Dans le document (3) de K. B. Searcy et D. G. Searcy ("Su peroxide- dismutase from the arc hae bacterium 
Thermoplasma acidophilurrf Biochimica et Biophysica Acta, 670, 1991, p. 39-46), il est decrit la culture d'une 
bacterie aerobie a 59°C et a pH 1-2 produisant une SOD contenant du fer et du zinc presentant, apres un trai- 

40 tement thermique a 1 00°C une activite enzymatique egale a 71 % de celle obtenue apres un traitement a 30°C, 
cette derniere etant en outre egale a celle mesuree avant tout traitement. 

Les differentes SOD thermostables decrites dans ces documents sont des especes heterotrophiques 
consommatrices d'oxygene, ce qui conduit a une biosynthese de SOD regulee par la concentration d'oxygene 
dissous dans le milieu de culture. Or, ces especes consommatrices d'oxygene abaissent constamment le ni- 

45 veau de ce dernier qui devient alors un facteur limitant la croissance meme de ces especes, limitant ainsi ia 
production de SOD. 

Ainsi, les precedes de production de SOD thermostables connus ne permettent pas une production inten- 
sive et industrielle de SOD thermostables pouvant restster a des etapes de sterilisation a chaud. 

L'invention a justement pour objet un nouveau procede de production et d'extraction de superoxyde-dis- 
50 mutases thermostables utilisant des micro-organismes photosynthetiques, e'est-a-dire capables de transfor- 
mer grace a I'energie solaire du dioxyde de carbone en biomasse avec comme principal sous-produit de cette 
transformation biochimique la production d'oxygene. 

Ainsi, ces especes photosynthetiques elevent constamment le niveau d'oxygene dans ie milieu de culture 
decupl ant ainsi la production de SOD paries micro-organismes en reaction contre ce milieu fortement oxydant. 
55 Aussi, ('invention a pour objet un procede de production et d'extraction de superoxyde-dismutases ther- 

mostables, consistant a) -a cultiver dans la gamme de temperatures allant de 40°C a 80°C, dans un photo- 
reacteur clos en materiau transparent a la iumiere et thermiquement resistant dans ladite gamme, des micro- 
organismes thermophiles photosynthetiques aerobies, producteurs d'oxygene et-a croissance exponentielle 
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dans iadrte gamme, ces micro-organismes etant en suspension dans un milieu de culture et choisis parmi les 
micro-algues et les cyanobacteries et b) - a extraire du milieu de culture les superoxyde-dismutases thermos- 
tables fraichement produites. 

Les micro-algues auxquelles s'applique I'invention sont de ia classe des Chlorophyceae ou Rhodophy- 
5 ceae. A titre d'exemples de micro-algues utilisables dans I'invention, on peut citer les Chlorella telles que Chlo- 
rella vulgaris et Chlorella saccharophila, les Dunaliella telles que Dunaliella salina, les Cyanidium tels que Cya- 
nidium caldarium. 

Les cyanobacteries connues aussi sous le nom d'algues bleues produisent comme les micro-algues et a 
('inverse des autres bacteries, de I'oxygene par photosyonthese et des SOD a Mn et leur comportement en 
10 milieu oxydant, ainsi que leur culture sont tres comparables a celles des micro-algues. 

Comme cyanobacteries auxquelles s'applique I'invention, on peut citer les families Chroococcacees, Sti- 
gonematacees, Mastigocladacees, Oscillatroriacees. A titre d'exemples, on peut citer les Syn6chococcus tels 
que Synechococcus lividus et Synechococcus elongates ;Jes Syn6chocystis tels que Synechocystis miner- 
vae ; les Mastigocladus tels que Mastigocladus iaminosus ; les Phormidium tels que Phormidium laminosus ; 
15 les Symploca tels que Symploca thermalis ; les Aphanocapsa tels que les Aphanocapsa thermalis ; ou encore 
les Fisherella. 

La culture des micro-organismes photosynthetiques se fait en ensoleillement nature). Aussi, en vue d'aug- 
menter la production de SOD en prolongeant la periode de photosynthese et done de production d'oxygene, 
if est preferable d'effectuer la culture des micro-organismes en superposant a I'ensoleillement naturel un eclai- 
20 rage artif iciel pouvant etre maintenu pendant la nuit. 

En outre, en vue d'augmenter la production de SOD, on enrichit avantageusement le milieu de culture en 
oxygene et/ou en gaz carbonique. 

L'apport en 0 2 et/ou C0 2 peut etre realise en injectant ces gaz sous forme moleculaire ou d'air dans le 
photoreacteur. Par ailleurs, on peut augmenter la quant ite d'0 2 dans le photoreacteur en limitant son evacua- 
25 tion du photoreacteur et/ou en le re injectant dans le photoreacteur. 

Af in d'ameliorer la stabilite thermique des SOD produites, on effectue I'extraction de ces SOD dans la 
gamme de temperatures allant de 40°C a 80°C. En particulier, I'extraction est effectuee a la meme temperature 
que celle utilisee pour ia culture des micro-organismes. 

Selon I'invention, la production des SOD thermostables et leur extraction sont realisees en figne et en 
30 continu. 

De facon avantageuse, I'etape d'extraction des superoxyde-dismutases consiste a : 

i) - separer les micro-organismes du milieu de culture ; 

ii) - broyer les micro-organismes obtenus en i) pour en extraire un liquide contenant des superoxyde-dis- 
mutases et d'autres proteines ; 

35 iii) - concentrer (edit liquide ; 

iv) - separer ces autres proteines selectivement par rapport aux superoxyde-dismutases. 
Avantageusement, la concentration du liquide produit par les micro-organismes broyes est realisee par 
microf iltration et la separation des SOD des autres proteines est realisee par ultrafiltration selective. Une gam- 
me de membranes (300 000, 100 000 et 30 000 daltons) permet de separer les grosses proteines (comme la 
40 Rubisco) des phycobiliproteines (1 00 000 a 200 000 dattons), et des petites proteines comme I'anhydrase car- 
bonique. La SOD se retrouve dans la fraction des phycobiliproteines qui sont ensuite precipitees par le sulfate 
d'ammonium. La SOD reste dans le surnageant. 

La propriete thermostable des SOD produites par le procede de ('invention n'est pas due uniquement au 
chauffage du milieu de culture entre 40°C et 80°C, mais au fait que ces SOD sont produites par des micro- 
45 organismes thermophiles qui ont leur optimum de croissance dans la zone thermophile de 40°C a 80°C. Ainsi, 
une souche de micro-organismes se developpant en-dessous de ces conditions optimum de croissance pro- 
duira une SOD generalement non thermostable. ( 

Le chauffage du milieu de culture peut etre realise en utilisant I'eau chaude prove nan t du thermal isme 
et/ou en utilisant des photor6acteurs clos ayant un rapport surface/volume favorable, e'est-a-dire superieur a 
so 1 0, dans des regions a fort ensoleillement. 

Par materiau transparent resistant thermiquement entre 40°C et 80°C, il faut comprendre un materiau qui 
reste transparent a la lumiere, sans s'opacifier ou se fragiliser lorsqu'il est utilise dans cette gamme de tem- 
peratures. De preference, le photoreacteur est realise en un materiau resistant a une temperature supeheure 
a 120°C. A titre d'exemples de materiaux, on peut citer le verre ou le polymethacrylate de methyle (Plexiglass R ). 
55 D'autres caracteristiques et avantages de ['invention ressortiront mieux de la description qui suit, donnee 

a titre illustratif et non limitatif en reference a I'unique figure qui illustre schematiquement les differentes eta- 
pes du procede conforme a I'invention. 

Le procede de production de SOD thermostables entre 40°C et 80°C consiste tout d'abord a cultiver dans 
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un photobioreacteur clos, et done dans des conditions d'aerobie, des micro-algues ou des cyanobacteries ther- 
mophiles photosynthetiques, productrices d'oxygene. Le photoreacteur est en particulier ceiui decrit dans le 
document (4) FR-A-2 656 874, comportant des tubes transparents, dans iequel circule le milieu de culture 
contenant les micro-organismes, realises selon Tin vention en verre. Ce photoreacteur peut en outre §tre equipe 

5 du dispositif de nettoyage automatique des tubes tel que decrit dans le document (5) FR-A-2 674 458, ainsi 
que du systeme "air lift" decrit dans le document (6) FR-A-2 685 344. 

Le milieu de culture dans Iequel sont suspendus les micro-organismes depend de ces micro-organismes. 
Ainsi, la culture peut etre realisee sur eau douce ou eau de mer avec un pH all ant de 1 a 8. En outre, ce milieu 
de culture est chauffe a une temperature choisie entre 40°C et 80°C qui est fonction des micro-organismes 

10 photosynthetiques cultives. Cette temperature est choisie de facon a correspond re a la temperature de crois- 
sance optimum des micro-organismes thermophiles utilises. 

Dans le tableau I ci-apres, on donne differents exemples de micro-organismes utilisables dans ('invention 
ainsi que leur temperature de croissance optimum, la nature de I'eau utilisee pour la culture et le pH du milieu 
de culture. 

15 Pour les cyanobacteries, on utilise comme substrat nourricier le milieu BG1 1 dont la composition est don- 

nee en particulier dans le document (7) ("Generic assignments, strain histories and properties of pure cultures 
of Cyanobacteria", de R. Rippka et al., Journal of General Microbiology, vol. 111 , 1979, p. 4. 

. Pour Dunaliella salina/on utilise le milieu nutritif decrit dans Je document (8) de Pick et al. ("Plant physioi.", 
81, 1986, p. 92-96). 

20 Pour Cyanidium caldarium, on utilise le milieu de Allen decrit dans la reference (9), (Allen, NB-1 959, Arch. 

Mikrobiol. 32, p. 270-277). 

Pour les Chlorella, on utilise le milieu BB decrit dans la reference (1 0), de Nichols HW et Bold HC (J. Phycol. 
1,1965, p. 34-38). 

La production des micro-algues et des cyanobacteries se fait en condition naturelle d'eclairement et en 
25 particulier dans les zones climatiques a fort ensoleillement Avantageusement cet eclairement est complete 
par un eclairage artif iciel complementaire, du type lumiere du jour, comme dans une serre, pour prolonger la 
photoperiode naturelle et la production d'oxygene photosynthetique, notamment lorsque le soleil a disparu, 
afin d'augmenter la production de SOD. 

De plus, le milieu de culture est enrichi en oxygene et/ou en dioxyde de carbon e, comme decrit dans ie 
30 document (4) a I'aide d'un carbonateur et d'un systeme de recuperation et de reinjection de I'oxygene fourni 
par les micro-organismes au cours de la photosynthese, dans le milieu de culture. 

Le temps de sejour des micro-organismes dans le milieu de culture depend de leur constitution et varie 
entre 12 heures et 15 jours. 

L'extraction en ligne des SOD thermostables est effectuee en phase exponentielle de croissance des mi- 
35 cro-organismes, e'est-a-dire sur une culture f ratche. 

Comme repr6sent6 sur la figure unique, l'extraction des SOD thermostables consiste tout d'abord a cen- 
trifuger, comme indique en 2, la culture notamment entre 10000g et 30000g pendant 30 min. Le surnageant 
ainsi produit peut etre recycle dans ie photobioreacteur en vue d'une culture en continu. 

Selon Tinvention, la centrifugation 2 est effectuee de preference en maintenant le milieu de culture aja 
40 temperature qu'il avait dans le photoreacteur. 

Le culot issu de la centrifugation 2 est alors broye, comme indique en 4, a I'aide d'une press e industrielle 
afin de subir un cycle de pressions-depressions dans un homogeneisateur fonctionnant a une pression de 
2.1 0 7 Pa. Le broyage est effectue notamment a chaud entre 40°C et 80°C. 

On effectue ensuite, comme represents en 6, une nouvelle centrifugation du broyat cellulaire obtenu dans 
45 une centrifugeuse continue tournant entre 10 000 g et 45 000 g pendant 1 h. Le culot issu de cette centrifu- 
gation 6 contient essentieliementdes residus eel I u la ires. II peut etre exploite pour les acides gras qu'il contient. 

Le surnageant de la centrifugation 6 renferme la SOD thermostable ainsi que des phycobiliproteines. Ces. 
proteines ont un poids moleculaire allant de 120 000 a 240 000 daltons et un point isoelectrique allant de 4,5 
a 5,11. 

so La centrifugation 6 est aussi effectuee a ia temperature utilisee pour la croissance des micro-algues ou 

cyanobacteries. 

Le surnageant est alors soumis a une microfiltration 8 a 0,45 \i puis a une premiere ultrafiltration 10 uti- 
lisant une membrane de filtration a seuil de coupure de 300 000 daltons pour separer les grosses proteines, 
comme la Rubisco des moyennes proteines telles les phycobiliproteines (100 000 a 200 000 daltons) et des 
55 petites proteines, comme I'anhydrase carbonique. 

On effectue ensuite une nouvelle ultrafiltration 11 avec une membrane de 30 000 daltons pour separer 
les petites proteines des moyennes proteines puis une troisieme ultrafiltration 13 avec une membrane de 100 
000 daltons pour separer la majeure partie des phycobiliproteines de la SOD. 
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Ces microti Itrations et cette ultrafiltration sont effectives avantageusement a la temperature de culture 
des micro-organismes. 

Le con cent rat (ou f iltrat) est recueilli et additionne de sulfate d' ammonium. La quantite de sulfate utilisee 
represente 10 fois le poids de concentrat recueilli. 
5 Ce sulfate d'ammonium permet la precipitation 12 des phycobiliproteines residuelles. 

Selon invention, cette precipitation 12 est effectuee a la temperature de culture des micro-organismes. 
Le surnageant contenant les SOD thermostables con cent rees est alors purif ie comme indique en 14 par 
chromatographie en phase liquide ou gazeuse. 

Ces SOD sont des macromolecules de 30 000 a 80 000 daltons a Mn avec un point isoelectrique de 4,2 
10 environ. 

Ces SOD peuvent alors etre sterilisees ou pasteurisees en vue de leur utilisation dans les cosmetiques 
et les medicaments. 

On donne ci-apres des exempt es de production de SOD thermostables. 

15 EXE MP LES 1 a 4 

Dans les conditions decrites precedemment, on a cultive trois especes thermophiles respectivement Sy- 
nechococcus lividus ; Mastigocladus laminosus et Cyanidium caldarium . 

Les conditions de culture et les quantites de SOD produces exprimees par mg de matiere seche sont don- 
20 nees dans le tableau II ci-apres. 

CONTRE-EXEMPLES 1 et 2 

Parallelement, on a effectue la culture d'especes mesophiles telles que Porphyridium cruentum et Ske- 
25 letonema costatum, dans un reacteur identique a celui utilise pour les especes thermophiles ci-dessus et on 
a mesure la quantite de SOD produite par ces especes mesophiles. Les resultats sont aussi portes dans le 
tableau II. 

La quantite de SOD est determinee selon la methode au Nitroblue Tetrazolium, note NBT, ou la methode 
a la Xanthine Oxydase, notee XO. Ces methodes de mesure sont en particulier decrites dans la reference (11) 
30 de A.N. Michelson et al. ("Superoxides and superoxide-dismutases", Academic Press, 1977, p. 11). 

Dans le tableau II, la quantite de SOD indiquee correspond a celle obtenue avant d'etre soumise a un trai- 
tement thermtque. 

Les especes des exemples 1 a 4 et contre-exemples C 1t C 2 ci-dessus ont ete soumises a un broyage cel- 
lulaire comme decrit a Tetape 4. Ensuite, elles ont ete soumises a un traitement thermique. 

35 On constate que les especes thermophiles (Ex 1 a EX4) cultivees dans les conditions decrites pre cedem- 
ment presentaient, apres deux heures de chauffage a 50°C, une quantite de SOD representant 100% de celle 
mesuree avant ie traitement thermique. 

En outre, apres 30 minutes de chauffage a 80°C, on obtena it encore 100% de la quantite de SOD mesuree 
avant ce traitement thermique. 

40 T En revanche, apres 30 minutes de chauffage a 60°C, les ext raits cellulaires des especes mesophiles des 
contre-exemples C<| et C2 ne presentaient que 50% de la quantite de SOD mesuree avant le traitement ther- 
mique. 

" Dans les exemples 1 a 4, les especes thermophiles ont ete cultivees sans enrichissement en oxygene et 
en dioxyde de carbone, c'est-a-dire avec un apport en dioxyde de carbone de 0,03% minimum necessaire pour 
45 la photosynthese. 

En augmentant cet apport de C0 2 , on constate une augmentation de la concentration en cellules photo- 
synthetiques et done de ia concentration en oxygene ; en effet, une molecule de C0 2 f ixee entraTne la pro- 
duction d'une molecule d' oxygene et done d'une activite antiradicalaire. Ainsi, en doublant I'apport en C0 2l on 
peut doubler la quantite de SOD thermostables produites. 

50 
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TABLEAU I 
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ESPECE 


EAU 


TEMPERATURE 
°C 


pH 


10 


Cyanidi urn 

Cai Qdx J. Uln 


DOUCE 


40 


a 


50 


1 a 5 




* ChJorella 


DOUCE 


40 


a 


50 


NEUTRE 


15 


* ChJorella 

SaCCnaJLOpnx±a 


DOUCE 


40 


a 


60 ■ 


NEUTRE 


20 


c -a 7 i n a 
od-Z. J. lla. 


MER 


40 


a 


50 


NEUTRE - 




lividus 


DOUCE 

\j \j 


c f\ 


a 




NEUTRE 


25 


* Svnechococcus 
elongatus 


DOUCE 


c n 
OU 


a 


/ U 


NEUTRE 




^wn & nr*v eft i s 

minervae 


DOUCE 


4 u 


a 


ou 


NEUTRE 


30 


Mas"tj.cjoclaclus 

JL J ^« w *X fc^ 

Jami/iosus 


DOUCE 


40 


a 


60 


NEUTRE 




Fisherella sp 


DOUCE 


40 


a 


60 


NEUTRE - 


35 


* Ph ormi di urn 
laminosus 


DOUCE 


40 


a 


60 


NEUTRE 


40 


* Symploca 
thermal is 


DOUCE 


40 


a 


60 


NEUTRE 


* Aphanocapsa 
therznalis 


DOUCE 


40 


a 


60 


NEUTRE 


45 


Origine Russe 



50 
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TABLEAU If 



5 



20 



CULTURE 


ACTIVITE SOD/mg matiere seche 


EX/CONTRE 
EXEMPLES 


ESPECE 


AGE (j) 


T°C 


XO en unite 


NBT en unite 


EX 1 


Synechococcocus 
lividus 


3,5 


40 


6 


- 


EX 2 


Synechococcocus 
lividus 


3,5 


50 


3 


- 


EX 3 


Mastigocladus 
laminosus 


3,5 


45 




4 


EX 4 


Cyanidium 
caldarium 


15 


40 


3 




Ci 


Porphyridium 
cruentum 


3 


15 6 30 


4,3 


10 


C2 


Skeletonema 
costatum 


12 


15 6 30 


10 


5,9 



25 

Revendications 

1. Procede de production et d'extraction de superoxyde-dismutases thermostables, consistant a) a cultiver 
dans la gamme de temperature allant de 40°C a 80°C, dans un photoreacteur clos en materiau transparent a 

30 la lumiere et therm iquement resistant dans ladite gamme, des micro-organ ismes thermophiles photosynthe- 
tiques aerobies, producteurs d'oxygene et a croissance exponentielle dans ladite gamme, ces micro-organis- 
mes etant en suspension dans un milieu de culture et choisis parmi les micro-algues et les cyanobacteries et 
b) a extraire du milieu de culture les superoxyde-dismutases thermostables f raTchement produites. 

2. Precede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que ('extraction des superoxyde-dismutases est ef- 
35 fectuee dans ladite gamme de temperatures. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'on enrichit le milieu de culture par de I'oxy- 
gene et/ou du gaz carbonique au cours de I'etape a). 

4. Procede selon i'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les micro-algues sont 
choisies parmi les Cyanidium, les Chlorelia et les Dunalliella, 

40 5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les cyanobact6ries sont 
choisies parmi les SynSchococcus, les Syn6chocystis t les Mastigocladus, les Phormidium, les Symploca, les 
Aphanocapsa et les Fisherella. 

6 Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que I'etape a) est ef fectuee 
en lumiere artif icielle et/ou lumiere solaire. 

45 7 Procede selon i'une quelconque des revendications 1 a 6, caract6rise en ce que I'etape b) consiste a : 

i) - separer (2) ies micro-organ ismes du milieu de culture ; 

ii) - broyer (4) les micro-organismes obtenus en i) pour en extraire un liquide contenant des superoxyde- 
dismutases et d'autres proteines ; 

iii) - concentrer (6, 8) (edit liquide ; 

so i v ) . separer (12) ces autres proteines selectivement par rapport aux superoxyde-dismutases. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que I'etape iv) comprend plusieurs etapes d'ultra- 
filtration selective (10, 11, 13) et une etape de precipitation (12) avec du sulfate d'ammonium. 

9. Proced6 selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que I'etape i) est effectuee par centrif ugation. 

10. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, caracterise en ce que le photoreacteur est 
55 en verre. 



7 



EP 0 628 629 A1 



8. 



10- 



CULTURE FRAICHE 



1 



CENTRIFUGATION , 



— ^SU RN AGEAN' 



RECYCLAGE 



B ROY AGE CULOT 



CENTRIFUGATION 
BROYAT 



— >CULOT 



SURNAGEANT 



MICROFILTRATION 
0,45p 


\ 

surw 


— >DEBRIS 
/ 

GEANT 


ULTRAF 
300 00 


ILTRATION 
0 dattons 



4 
3T 



FILTRAT 



ULTRARLTRATION 
30 000 dattons 




11 



►AN H YD RASE CARBONIQUE 
RETeNTAT 



ULTRAFILTRATION 
100 000 dattons 


- — 13 


\ 

FIL1 

v 


— ^ PHYCOBIUPROTEINES 
. RETENTAT 


RAT 
/ 




PRECIPITATION 
PHYCOBIUPROTEINES 





\ 


— >PRECIPITAT 
/ 



SURNAGEANT 



PURIFICATION 



-44 



— ^RUBISCO 



8 



EP 0 628 629 A1 



Office europeea 
des brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



NuiHn> d« It 4 

EP 94 40 1296 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 




Categoric 


Citation du document avec indication, en cat ae besoin, 
des parties pertnente* 


Rcvcndicatm 
cooocroac 


CLASS EMENT DE LA 
DEMANDE QatCLS) 


Y ^ 


EP-A-0 437 393 (COMMISSARIAT A L 1 EN ERG IE 
ATOMIQUE) 17 Juillet 1991 
* le document en entier * 


1-3,5-9 


C12N9/02 
//(C12N9/02, 
C12R1:89) 


Y 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 014, no. 250 (C-0723)29 Mai 1990 

& JP-A-02 069 181 (TADASHI MATSUNAGA) 8 

Mars 1990 

* abrege * 


1-3,5-9 




A 


HEALTH PHYSICS 

vol. .53, no. 3 , Septembre 1987 t NEW YORK 
pages 281 - 286 

CONTER A. ET AL. 'Radiation stimulation 
during the early stationary growth phase 
in Synechococcus lividus and its 
correlation with photooxidative stress 
occur ing before the stationary phase 1 
* le document en entier * 


1,2,5,6 




A 


FR-A-2 635 531 (ECOLE CENTRALE DES ARTS ET 
MANUFACTURES) 23 Fevrier 1990 

* abrege * 

* page 5, ligne 11 - ligne 33 * 

* page 10 - page 17 * 


1-4,6,10 


DO HAINES TECHNIQUES 
■ECHEKCHES dntCLS) 






C12N 
C12R 


■ 

A 


pn t a ^ia Ann. / t*i iLiTnnu i TUTTrn\ i p t ^_ • ^ 

EP-A-0 218 480 (SUNTORY LIMITED) 15 Avril 
1987 

* abrege * 

* page 7, ligne 6 - ligne 36 * 


1,3,7-9 




A 


EP-A-0 533 942 (HAGIWARA Y.) 31 Mars 1993 

* page 5, ligne 40 - ligne 52 * 

* page 6, ligne 6 - ligne 21 * 

-/-- 


1,5,6 




Le pr 


tsent rapport a cte etabli pour toutes Irs romri rations 







Unattar 

LA HAYE 



D*»f ri Ifclm 

16 Septembre 1994 



Gac, G 



CAXEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : particali im— li t potincnt k lnl sm\ 

Y : particuUireaeot Mfttacat on coabimisoo avec no 

antra oocunMot Ift noma 
A : irrltra-plan tachaolog^ut 
0 : divulgation non-ocritt 
P : document intarcalatre 



prlndpe & la baM ae novation 
it> amvt antMtur, nab publM i la 



T : thtorle on i 
E:ooc 

•ate 4e tftpet on aaras oettt eat* 
D : dte dans la imnit 
L : dtt aonr faatns taboos 

a : aambrt ie la Baa* fanilU, aoauunt oomspoodant 



9 



EP 0 628 629 A1 



Office europeen 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Nnacn d« la i 

EP 94 40 1296 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Citation du doom 



t bvoc aac&ca 



CLASSEMENT DE LA 
DEMANDE (IblCLS) 



ACTA 

8 Juillet 1976 



BIOCHIM. BIOPHYS. 
vol. 438, no. 2 , 
pages 380 - 392 

LUMSDEN ET AL. 'Purification and 

physicocheraical properties of superoxide 

dismutase from two photosynthetic 

microorganisms 1 

* le document en entier * 



1,2 



DOMAINES TECHNIQUES 
EECHEXCHES 0«.CL5) 



Le present rapport a etc etafali pour toutcs tes rercodiemtioaa 



Lkaatlancamai 

LA HAYE 



16 Septembre 1994 



Gac, G 



CATCGOUE DES DOCUMENTS CITES 

X : BtrtiooUerenMat pottoest i lul tool 
Y : pertioaUeraaunt mKImu 
autre iocuawat ■« la men 
A : anUre-phn uetoologiqDt 
O : alvulgatkia 
P " 



: theorie oa prladp* i la au« Ac I'tovention 
: •oeoBMat «• brevet a&tfcicar, raais puUie i la 
eate le itpot ott awes etn« ami* 
iilaaa 



D : ctt« earn 
L : dtt pour tfatttr* nitons 



iare e« la aate* nunlile, document correspoaeaat 



10 



